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ている (synaptic pruning) (5,6)。 
 
1.2. ミクログリアの発生 
 最近の Fate mapping によって、ミクログリアが、卵黄嚢で発生する c-kit
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1.3. ミクログリアに対する M-CSFと GM-CSFの作用 
 macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) と
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) は、どちらも骨
髄球系細胞の分化を調節するサイトカインとして広く知られている (13)。




化症モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎  (experimental autoimmune 
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encephalomyelitis; EAE) では、自己反応性 T細胞によって GM-CSFが分泌さ









Nrlと合わせて Large Maf familyを形成している。それぞれ共通して、Maf認
識配列 (Maf recognition element; MARE) と呼ばれるシスエレメントを認識
し、標的遺伝子の転写を活性化する (21)。MafB の発現部位は、成体では、膵
α細胞、糸球体足細胞、単球・マクロファージ系列、大脳介在神経など多数で
ある (22‒24)。また発生の段階で一時的に発現される場合もあり、蓋板 (25) 、








ミクログリアにおいても MafB の発現は認められるが (8,12)、その機能につ
いては全く不明であった。 
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3. 研究方法  
3.1. マウス 
 本研究では、当研究で既に作製された Mafb 遺伝子欠損マウスを使用した 
(23) 。このマウスでは、Mafb遺伝子座の翻訳領域が GFP遺伝子に置換されて
おり（ノックイン）、GFPの発現がMafb遺伝子の発現と一致することが確認さ
れている。マウスを交配させ、膣栓を確認した日を胎生 0.5 日 (E0.5) とした。




 先行研究を参考にして (30)、混合グリア培養を行った。E18.5または日齢 1‒
3日 (P1‒3) のマウスから脳を無菌的に取り出した。可能な限り髄膜を取り除き、
Accutase (Chemicon) にて室温で 15分間消化させた。HBSSに移し、パスツー
ルピペットでピペテッィングした。細胞懸濁液を 70 µmセルストレイナー (BD 
Bioscience) に通し、単一細胞を得た。遠心分離後、細胞塊を細胞培養液 [DMEM, 
10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM glutamine, PenStrep (Life 
technologies)] で再懸濁し、目的に応じてM-CSF (10 ng/ml, R & D systems) 
または GM-CSF (10 ng/ml, R & D systems) を添加した。全ての細胞懸濁液を
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poly-D-lysine (Sigma) でコートされた 75 cm2フラスコに播種した。GM-CSF
はミクログリアの増殖を強力に促進させるため、GM-CSF を添加する場合は、




ルーにて染色し、血球計算板にて細胞数を計測した。回収した細胞を 8-well slide 
chamber (Tissue-Tek) に播種し、抗 Iba-1抗体で免疫染色を行ったところ、ミ
クログリアの純度は 95 %以上であった。 
 
3.3. MTSアッセイ 
種々の濃度の GM-CSF (0, 0.01, 0.1, 1.0, 10 ng/ml) で混合グリア培養を行っ
た。培養 10日目にミクログリアを単離し、MTS assay (CellTiter 96® AQueous 
One Solution Cell Proliferation Assay, Promega) で生細胞数を測定した。デー





リアを用いた。CD11b (M1/70, Biolegend) または F4/80 (BM8, eBioscience) に
対する一次抗体を添加し、氷上で 30 分間反応させた。一次抗体には、PE また
は APC が結合した蛍光抗体を用いた。フローサイトメーターには LSR (BD 





P7と P30 のマウスを、麻酔下で左心室より PBSを還流させ、続いて 4%パ
ラホルムアルデヒド (PFA)/PBS を注入し、還流固定を行った。また E18.5 胎
仔の頭部を切断し、4% PFA/PBSにて浸漬固定を行った。その後、一晩固定し、
サンプルを 30%スクロース/PBS に移した。サンプルが沈んだ後、Tissue-Tek 
OCT compound (Sakura Finetek) で包埋し、クリオスタットを用いて、大脳皮
質を含む凍結切片を 10 µmの厚さで作製した。 
切片は 0.3% Triton X-100/PBSの中に室温で 30分間浸漬させ、10%正常ヤギ
血清/PBS を加え、室温で 30 分間ブロッキングした。ミクログリアの検出のた
めに抗 Iba-1抗体 (1:2,000, Wako) を添加し、4 ℃で一晩反応させた。翌日、
切片を PBSで洗浄した後、Alexa Fluor 594標識二次抗体を添加し、室温で 1
11 
時間反応させた。蛍光顕微鏡 BIOREVO BZ-9000 fluorescence microscope 
(KEYENCE) を用いて観察した。 
 
3.6. 定量 RT-PCR 
培養 10 日目の初代培養ミクログリアを回収し、Nucleospin RNA II kit 
(Macherey Nagel) を用いて total RNA を抽出した。その後、QuantiTect 
Reverse Transcription II kit (QIAGEN) を用いて cDNAを合成した。反応液に
は SYBR Green PCR master mix (Takara) を使用し、Thermal Cycler Dice 
Real Time System Single (Takara) にて Real-time PCRを行った。プライマー
は以下のものを使用した。 
Mafb forward, 5’-CATCACCATCATCACCAAGC-3’;  
Mafb reverse, 5’-AGAAGCGGTCCTCCACACTA-3’;  
Ccl2 forward, 5’-GGTCCCTGTCATGCTTCTGG-3’;  
Ccl2 reverse, 5’-TTGGGATCATCTTGCTGGTG-3’,  
P2ry12 forward, 5’-CGCCTGCCTTGATCCATTCA-3’;  
P2ry12 reverse, 5’-CTCTTCGCTTGGTTCGCCAC-3’;   
Hprt forward, 5’-TTGTTGTTGGATATGCCCTTGACTA-3’;  





3.7. 伸展細胞の計数  
初代培養ミクログリアを 6ウェルプレートに 2‒4 × 105 cell播種した。30分
後に位相差顕微鏡にて 200 倍の倍率で観察した。4‒5 視野を無作為に選び、プ
レートの底で伸展している細胞の数を計測した。RhoA/ROCK 経路を阻害する




に置換し、室温で 20分間固定した。PBSで洗浄し、3%正常ヤギ血清/0.1% Triton 
X-100/PBSを添加し、室温で 30分間ブロッキングした。一次抗体として抗RhoA
抗体 (1:1000, Cytoskeleton) を添加し、4 ℃で一晩反応させた。Alexa Flour 
647標識二次抗体と、Alexa Flour 546標識 phalloidin (1:40, Life technologies) 
を添加し、室温で 1時間反応させた。63倍の油浸対物レンズを用いて、共焦点




RhoA Activation Assay kit (Cytoskeleton) を用いて GTP結合 RhoAの量を
測定した。初代培養ミクログリアを培養ディッシュに播種し、30分後に細胞を
溶解した。GST融合 rhotekin-RBDを用いてプルダウンし、12% ポリアクリル
アミドゲルにて SDS-PAGEを行った後、抗 RhoA抗体 (1:1000, Cytoskeleton) 
にてイムノブロッティングを行った。バンドの濃さは、Image J software 





Student の t 検定を用いた。多重比較には分散分析を行い、Bonferroni 補正を
用いた。R software (http://www.r-project.org) を用いて、統計解析を行った。
5%を有意水準とした。 
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した。本研究では、M-CSF (10 ng/ml) または GM-CSF (10 ng/ml) を添加し、
その効果を比較した。先行研究通り (32)、まずアストロサイトが最も速く増殖
し、培養 5‒7 日目にコンフルエントとなった。そして培養 7 日目以降に、アス
トロサイト層の上に緩く接着した、円形のミクログリアを確認した。M-CSF存
在下では、FBS 単独と比較して、ミクログリアの細胞数に有意差は無かった。
一方、GM-CSF存在下では、細胞数が約 20倍増加した (図 1A)。種々の GM-CSF
濃度 (0, 0.01, 0.1, 1.0, 10 ng/ml) で混合グリア培養を行うと、濃度依存的にミ
クログリアの細胞数が増加した (図 1B)。GM-CSFは、in vitroにおいてミクロ
グリアの形質を樹状細胞様に変化させ、単球・マクロファージ系列の分化マー
カーである CD11b の発現を減弱させることが報告されている (20)。そこで本
研究では、M-CSF (10 ng/ml) または GM-CSF (10 ng/ml) によって起こる形質
変化を比較した。培養 10日目にフローサイトメトリーを用いて CD11bの発現







in vitroでは GM-CSFによって減少する 
 ミクログリアにおける in vivoでのMafBの発現を調べるため、当研究室で作
製した Mafb-GFP ノックインマウス（MafbGFP/+）(23) を用い、大脳皮質の免
疫染色を行った。E18.5 ではミクログリアはアメーバ様（amoeboid）の未熟な
形態を現し、かつ GFP のシグナルは弱かった。P7 でミクログリアは突起を伸
ばし始め、P30には、ラミファイド型 (ramified) の成熟した形態を現した。成
熟ミクログリアでは、強い GFPシグナルが観察された (図 2A)。以上の結果に
よって、MafBの発現量はミクログリアの成熟度に相関することを示した。 
次に、MafbGFP/+マウスを用いて混合グリア培養を行った。その際、M-CSF (10 
ng/ml) または GM-CSF (10 ng/ml) を添加し、培養 10日目に、フローサイトメ
トリーにて初代培養ミクログリアにおける GFPの蛍光強度を測定した。M-CSF
存在下では、FBS単独と比較して、GFPの蛍光強度に変化は見られなかったが、
GM-CSF 存在下では顕著に減弱した (図 2B)。定量 RT-PCR においても、
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GM-CSF存在下でのMafb mRNA の発現が、M-CSF存在下の 20%以下に減少
していた (図 2C)。以上の結果によって、GM-CSF は、初代培養ミクログリア
におけるMafBの発現を減少させることを明らかにした。 
 
4.3. Mafb遺伝子欠損ミクログリアでは、in vitroにおける GM-CSFの効果
が増強される 
 ミクログリアにおけるMafBの機能を明らかにするために、Mafb遺伝子欠損
マウス (= MafbGFP/GFP：以降、Mafb−/−と表記) を用いて解析した。Mafb−/−マウ
スは生後直後に死亡するため (23,33)、出産直前である E18.5の胎仔脳を用いた。
脳組織の免疫染色では、ミクログリアの分布や形態に関して、Mafb−/−と野生型 
(Mafb+/+) との間に明らかな違いは認められなかった (図 3A)。さらに胎仔脳か
ら得た細胞懸濁液を用いて、フローサイトメトリーを行ったところ、ミクログ
リア（CD11b+ F4/80+）の割合に関して、両者に有意差は無かった (図 3B)。 








よりも速い増殖を示した (図 3D)。さらに培養 10日目に、フローサイトメトリ
ーにて CD11bの発現量を測定した。すると、GM-CSF存在下では、Mafb−/−ミ
クログリアにおける CD11b の発現が、Mafb+/+よりも減弱していた。一方、
M-CSF 存在下では、CD11b の発現について、両者に差は見られなかった (図






Sierra-Filardi らは、M-CSF で分化させたマクロファージでは chemokine 
(C-C motif) ligand 2 (CCL2) の発現が上昇することや、中和抗体で CCL2を阻














GM-CSF 存在下 (10 ng/ml) で培養した初代培養ミクログリアを単離し、別の
培養プレートに播種して、30 分後に形態を観察した。すると Mafb+/+ミクログ
リアでは、約半数の細胞が偽足を形成するにも関わらず、Mafb−/−ミクログリア
では、約 90%の細胞が円形のままであった (図 4A)。 
 RhoA、Rac1、Cdc42などの Rho GTPaseが、細胞形態を調節する主要な因
子であることは広く知られている (36)。先行研究において、GM-CSFがマクロ





ンアッセイにて、活性型である GTP 結合型 RhoA の量を測定した。すると
Mafb−/−ミクログリアでは、Mafb+/+と比較して有意に GTP結合型 RhoAが増加
していた (図 4B)。RhoAは、活性化時に形質膜に移行するため (36)、免疫蛍光




ROCK は、RhoA のシグナル伝達における主要な下流分子である (36)。
GM-CSF存在下 (10 ng/ml) で培養したMafb−/−ミクログリアに ROCK阻害剤

























Mafb floxedマウスを作製した（未発表）。また、Cx3cr1-Creマウス (40) など、




5.3. ミクログリアにおける GM-CSFシグナリングと MafBのクロストーク 
GM-CSFは骨髄球細胞に作用するサイトカインである (13)。ミクログリアに






ことが明らかにした。一方、M-CSF存在下 (10 ng/ml) での細胞増殖について
は、Mafb+/+と Mafb－/－との間に有意差は無かった。しかし、Aziz ら (28) と









































て広く知られている。Sierra-Filardi らの研究によって、CCL2 が GM-CSF シ
グナリングを抑制していることが示唆された (34)。加えて、Ccl2遺伝子のプロ
モーター領域に MARE が存在し、マクロファージをレチノイン酸と TNF-α で
刺激すると、実際に MafBがその部位に結合することも報告されている (44)。
これらの先行研究を踏まえると、MafB が Ccl2 の発現を誘導することで、
GM-CSF シグナリングを抑制しているという可能性は考えられる。その他に、
Kimらは、MafBが核内で IRF3と直接結合することで、I型インターフェロン
シグナリングを抑制すると報告した (45)。MafB が GM-CSF の下流にある
STAT5 (46) や IRF5 (47) などと核内で直接結合し、機能を抑制しているとい
う可能性も考慮すべきかもしれない。 
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図 1. GM-CSFは、in vitroにおいて、M-CSFよりもミクログリアの増殖を強く促進させるとともに、大き
な形質の変化を引き起こす。
(A) M-CSF (10 ng/ml) または GM-CSF (10 ng/ml) 存在下の混合グリア培養。日齢 1–3日の新生仔マウスか
ら脳を採取し、そこから得た細胞懸濁液を培養した。左：培養 8日目の位相差顕微鏡画像。緩く接着した円
形のミクログリアが観察される。スケールバー = 50 μm。右：培養 8日目のミクログリアの細胞数。浮遊細
胞（=ミクログリア）を回収し、血球計算板にて計数した。FBS単独を 1として、相対値を示す。各群 n = 
4。*p < 0.05。
(B) GM-CSFは濃度依存的に初代培養ミクログリアの増殖を促進させる。GM-CSFを種々の濃度 (0, 0.01, 
0.1, 1.0, 10 ng/ml) 添加して混合グリア培養を行い、培養 10 日目にミクログリアを回収し、MTSアッセイ
にて細胞数を計測した。数値は 490 nmの吸光度を表している。各群 n = 4。































図 2. MafBの発現は、in vivoではミクログリアが成熟するにつれて上昇し、in vitroでは GM-CSFに
よって減少する。
(A) 大脳皮質の免疫組織化学。MafbGFP/+マウスより脳切片を作製し、E18.5、P7、P30における GFP 
(= MafB) の発現を観察した。抗 Iba1抗体 (1:2,000)  でミクログリアを検出した。スケールバー = 50 μm。
(B) MafbGFP/+ミクログリアにおける GFPの発現。日齢 1–3日のMafbGFP/+マウスの脳を採取して、混合
グリア培養を行った。M-CSF (10 ng/ml) または GM-CSF (10 ng/ml) 存在下で 10日間培養した後にミ
クログリアを回収し、フローサイトメトリーにて解析した。野生型ミクログリアを陰性コントロール
とした。
(C) 初代培養ミクログリアにおける Mafb mRNAの発現。日齢 1–3日の野生型マウスの脳を採取して、
混合グリア培養を行った。M-CSF (10 ng/ml) または GM-CSF (10 ng/ml) 存在下で 10日間培養した後































図 3. Mafb遺伝子欠損ミクログリアでは、in vitroにおける GM-CSFの効果が増強される。
(A) 胎生 18.5日マウス脳の免疫組織化学。Mafb+/+ または Mafb−/−胎仔マウスより脳切片を作製し、抗 Iba1 
抗体 (1:2,000、赤 ) でミクログリアを検出した。核染色にHoechst 33342 ( 青 ) を用いた。スケールバー = 
100  μm 。CC =  脳梁、BG = 基底核、LV = 側脳室、NX = 大脳新皮質。挿入図： 高倍率像。スケールバー = 
50  μm。
(B) 胎生 18.5日マウス脳におけるミクログリアの割合。Mafb+/+ または Mafb−/−胎仔マウス脳から得た細胞懸
濁液を用い、フローサイトメトリーにてミクログリア (CD11b+ F4/80+) の割合を計測した。各群 n = 7。
















































































(C) M-CSF存在下における Mafb遺伝子欠損ミクログリアの増殖能。M-CSF (10 ng/ml) 存在下で 10日間培
養し、血球計算板にてミクログリアの細胞数を計測した。各群 n = 6。 N.S. = not statistically significant。
(D) GM-CSF存在下における Mafb遺伝子欠損ミクログリアの増殖能。GM-CSF (10 ng/ml) 存在下で培養し、
7‒10 日目に血球計算板にてミクログリアの細胞数を計測した。培養 7日目における Mafb+/+の細胞数を 1 と
して、相対値を示す。各群 n = 7。* p < 0.05。
(E) Mafb遺伝子欠損ミクログリアにおける CD11bの発現。 M-CSF (10 ng/ml) または GM-CSF (10 ng/ml) 存
在下で 10日間培養した後にミクログリアを回収し、フローサイトメトリーにて解析した。 
(F,G) Mafb遺伝子欠損ミクログリアにおける P2ry12 (E) と Ccl2 mRNA (F) の発現。M-CSF (10 ng/ml) また
は GM-CSF (10 ng/ml) 存在下で 10日間培養した後に RNA を抽出し、定量 RT-PCRにて測定した。各
















































(A) 左：GM-CSF存在下の初代培養ミクログリアの位相差顕微鏡像。GM-CSF (10 ng/ml)存在下で混合グリ
ア培養を 8日間行った後にミクログリアを回収し、播種後 30分後に撮影した。スケールバー = 25 μm。右：
伸展細胞の割合。各群 n = 5。*p < 0.05。
(B) GTP結合型 RhoAに対するプルダウンアッセイ。(A) と同じ条件でミクログリアを回収し、播種後 30分
後にタンパク質を抽出した。GST 融合 rhotekin-RBDを用いてプルダウンし、抗 RhoA抗体 (1:1,000) を用
いてイムノブロッティングを行った。3回実験を行い、デンシトメトリーでバンドの濃さを定量化した。数

















































種後 30分後に固定した。RhoA (緑 ) と F-actin (赤 ) を共焦点顕微鏡にて観察した。スケールバー = 25 μm。
(D) ROCK阻害薬 Y27632によって Mafb−/−ミクログリアが伸展する。左：(A) と同じ条件で回収したミクロ
グリアに溶解液（= 蒸留水）または Y27632 (10 μM) を添加し、播種後 30分後に固定した。F-actin (赤 )を
共焦点顕微鏡にて観察した。スケールバー = 25 μm。右：伸展細胞の割合。各群 n = 3。*p < 0.05。
Mafb+/+
